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(54) Vaccin vivant recombinant aviaire, utilisant comme vecteur un virus herpes aviaire 



(57) Le vaccin vivant recombinant aviaire comprend, 
comme vecteur, un virus herpes aviaire comprenant au 
moins une sequence nucleotidique codant pour, et expri- 
mant, un polypeptide antigenique d*un agent pathogene 
aviaire, inseree dans la region comprise entre I'ATG de 
I'ORF UL55 et la jonction de U L avec la region repetee 
adjacente, sous le controle du*pV6nToteur CMV imrne^ ^ 
diate early. Le vecteur est choisi de preference parmi le 
groupe consistant en virus de la maladie de Marek (MDV 
et HVT), virus de la laryngotracheite infectieuse ILTV et 
herpes du canard. Une formule de vaccin multivalent 
comprend au moins deux vaccins de ce type, avec des 
sequences inserees differentes. 




Figure 16 



CM 
< 

^- 
CD 
CO 

O) 

o 



BEST AVAILABLE COPY 



EP 0 719 864 A2 



Description 

La presente invention a trait a des vaccins a usage 
aviaire a base de virus herpes aviaires recombinants 
vivants, a savoir notamment de virus de la maladie de 5 
Marek (MDV), et plus particuli&rement de virus HVT 
(Herpes Virus of Turkey), dans lesquels a ete inseree. 
par recombinaison genetique, au moins une sequence 
nudeotidique codantpour, et exprimant, un polypeptide 
antigeniqued'un agent pathogene aviaire, dans des con- w 
ditions assurant une immunisation conduisant a une pro- 
tection efficace de lanimal vaccine contre ledit agent 
pathogene. Elle s'applique d'autre part au virus de la 
laryngotracheite infectieuse (ILTV) et a I'herpes du 
canard. is 

On a deja propose un certain nombre de vecteurs 
viraux aviaires recombinants dans I'intention de vacciner 
les oiseaux contre des agents pathogenes aviaires, 
notamment des virus pathogenes, parmi lesquels figu- 
rent les virus de la maladie de Marek (MDV), de la mala- 20 
die de Newcastle (NDV), de la laryngotracheite 
infectieuse (ILTV), de la maladie de Gumboro (Infectious 
Bursal Disease, IBDV), de la bronchite infectieuse (IBV) 
et de I'anemie aviaire (C AV). 

Les vecteurs viraux utilises comprennent des avi- 25 
pox. en particulier le Fowlpox. (EP-A-0 517 292 ; H.-G. 
Heine etai, Arch. Virol. 1993. 131. 277-292 ; Q.B. Boyle 
etai. Veterinary Microbiology 1994. 41. 173-181 ; CD. 
Bayliss etai, Arch. Virol. 1991. 120. 193-205), les virus 
de Marek, notamment les serotypes 2 et 3 (HVT) (WO- 30 
A-87 04463 ; WO-A-89 01040 ; WO-A-93 25665 ; EP-A- 
0 513 921 ; J. McMillen, Poultry Condemnation Meeting, 
October 1994, 359-363 ; P.J. A. Sondermeijer etai.. Vac- 
cine 1993. 11. 349-357 ; R.W. Morgan et a/., Avian 
Diseases 1992. 36. 858-870. et 1993. 37. 1032-1040) 35 
ou encore les virus ILTV et Padenovirus aviaire. 

"tcfrUqu'iis sont utiltses^X)^ 
recombinants induisent des protections de niveaux 
variables, generalement faibles ou partielles, meme si, 
dans de rares cas particuliers. une protection importante 40 
peut etre demontree. 

Parmi les protections les plus diff iciles a assurer par 
des vaccins aviaires vivants recombinants, se trouve 
cede contre le virus de la maladie de Gumboro, ou virus 
IBDV. En effet, bien qui! existe des vaccins vivants atte- 45 
nues ou inactives classiques eff icaces contre cette mala- 
die, aucun vaccin vivant recombinant na encore fait 
preuve d'une eff icacite convenable. 

Le genome du virus de la maladie de Gumboro est 
constitue d'un ARN double brin. Le segment le plus so 
grand (segment A) code pour une polyproteine de 1 1 5 
kDa secondairement divee en trois proteines VP2 (41 
kDa). VP4 (28 kDa). VP3 (32 kDa). VP4 serait une pro- 
tease intervenant dans la maturation de la polyproteine 
1 1 5 kDa. La position du site de clivage entre VP2 et VP4 55 
nestdetermineequapproximativement(M. Jagadish, J. 
Virol. 1988. 62. 1084-1087). La proteine VP2 est un 
immunogene induisant des anticorps neutralisants et 
une protection contre la maladie de Gumboro. 



On a deja propose d'inserer des genes codant pour 
des proteines immunogenes d'IBDV dans divers vec- 
teurs vivants : EP-A-0 51 7 292 (insertion de sequences 
codant pour VP2 ou la polyproteine dans un avipox) ; 
CD. Bayliss 1991. H.^G. Heine 1993 et D.B. Boyle 1994 
supra (VP2 dans le Fowlpox). 

Les virus de la maladie de Marek ont egalement ete 
proposes dans WO-A-90 02802 et WO-A-90 02803 
(sites d'insertion divers tels que gC. TK, RR1, RR2), 
dans les demandes de brevet francais n° 90 03105 
(RR2) et 90 11146 (US3), ainsi que, notamment, dans 
les demandes de brevet WO-A-87 04463 et WO-A-89 
01040 (BamHI #16 et #19) et WO-A-93 25655 (US2). 

R.J. Isfort etai (Virology 1994. 203. 125-133) ont 
determine un certain nombre de sites d'integration de 
retrovirus dans le genome de HVT, sites qui sont situes 
dans les fragments de restriction BamHI F, A et I. 

Divers promoteurs. y compris ceux generalement 
disponibles dans le commerce, ont ete utilises dans les 
differentes constructions de Tart anterieur, parmi les- 
quels les promoteurs PRV gX, HCMV IE (CMV imme- 
diate early humain), herpes simplex alpha-4, FPV RE/L 
(promoteur Fowlpox) (H. Heine et aJ., Arch. Virol. 1993. 
131. 277-292), P7.5 (C Bayliss etai., Arch. Virol- 1991. " 
1 20. 1 93-205) et P1 1 du virus de la vaccine (D. Boyle et 
al. Vet. Microb. 1994. 41. 173-181). provenant de la 
sequence LTR du virus RSV (Rous Sarcoma Virus). 
SV40 precoce. ainsi que des promoteurs MDV ou HVT. 
tels que les promoteurs des genes gB, gC, TK, RR2, etc., 
sans qu'ait pu apparaitre une regie, notamment dans le 
cas des constructions dans HVT. Les sequences de cer- 
tains promoteurs peuvent inhiber la replication des vec- 
teurs recombinants HVT ou MDV (DR. Marshall et al., 
J. Vir. Meth. 1992. 40. 195-204 et Virology 1993. 195. 
638-648). Parmi les promoteurs cites, un certain nom- 
bre, commepar exemple SV40, LTR RSV et PRVgX, ont 
montre une certaine" "eff icacite", *de merrie~que certains 1 " 
promoteurs propres de certains genes des virus Marek, 
notamment de serotype 3. 

L'invention a permis de mettre au point un vaccin 
vivant recombinant a base d'un vecteur HVT dans lequel 
est inseree au moins une sequence codant pour un 
immunogene aviaire, en particulier la proteine VP2 
d'IBDV. Un tel vaccin incorporant une sequence codant 
pour VP2 assure une protection satisfaisarrte des ani- 
maux contre la maladie de Gumboro, a savoir protection 
vis-a-vis de la mortalite et des lesions de la bourse de 
Fabricius. 

La presente invention a pour objet un vaccin vivant 
recombinant aviaire comprenant. comme vecteur, un 
virus herpes aviaire comprenant au moins une sequence 
nudeotidique codant pour, et exprimant. un polypeptide 
antigenique d'un agent pathogene aviaire. inseree dans 
la region comprise entre I'ATG de I'ORF UL55 et la jonc- 
tion de U L avec la region repetee adjacente. sous le con- 
trdle du promoteur CMV immediate early. Cette region 
d'insertion correspond chez HVT au fragment BamHI I 
et chez MDV au fragment BamHI K + H. tels que presen- 
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tes par A.E. Buckmqster dans J. Gen. Virol. 1988. 69. 
2033-2042. 

Les virus herpes aviaires selon invention sont de 
preference les virus de la maladie de Marek, notamment 
HVT. le virus de la laryngotracheite infectieuse ILTV et 5 
I'herpes du canard. Les virus de la maladie de Marek et 
plus particulierement le virus HVT sont preferes. 

Le fragment de restriction BamHI I de HVT com- 
prend plusieurs ORF et trois regions intergeniques et, 
en tant que region d'insertion selon finverrtion, com- w 
prend plusieurs zones preferes d'insertion, a savoir les 
trois regions intergeniques 1 , 2 et 3 qui sont les regions 
preferees, et I'ORF UL55. 

Par insertion dans la region d'insertion, on entend 
notamment insertion sans delation ou avec deletion de is 
quelques bases pour les zones intergeniques et avec 
deletion totale ou partielle ou sans deletion pour les ORF. 

Par promoteur CMV immediate early (IE), on entend 
le fragment donne dans les exemples ainsi que ses sous- 
fragments conservant la meme activite promotrice. so 

Le promoteur CMV IE peut etre le promoteur humain 
(HCMV IE) ou le promoteur murin (MCMV IE), ou encore 
un promoteur CMV IE d'une autre origine, par exemple 
du rat ou du cochon d'lnde. 

La sequence nucleotidique inseree dans le vecteur 25 
Marek pour etre exprimee peut §tre toute sequence 
codant pour un polypeptide antigenique. d'un agent ^ 
pathogene aviaire, capable, une fois exprime dans les 
conditions favorables procurees par invention, d'assu- 
rer une immunisation conduisant ci une protection effi- 30 
cace de I'animal vaccine contre I'agent pathogene. On 
pourra done inserer, dans les conditions de I'invention, 
les sequences nucleotidiques codant pour les antigenes 
d'interet pour une maladie donnee. 

Les vaccins selon I'invention pourront §tre utilises 35 
3 „ppur [a vaccination in ovQ.des poussins d' 1 jour ou fjlu^. 
et des adultes. 

L'invention peut notamment etre utilisee pour I'inser- 
tion d une sequence nucleotidique codant convenable- 
ment pour le polypeptide VP2 du virus IBDV. On obtient 40 
ainsi un vaccin vivant recombinant assurant, en plus 
d'une protection contre la maladie de Marek, une protec- 
tion satisfaisante contre la maladie de Gumboro. Si on 
le souhaite, on peut aussi inserer une sequence codant 
pour un autre antigene d'IBDV, tel que VP3 ou encore la 45 
polyproteine VP2 + VP4 + VP3, ces autres possibilites 
n'etant pas preferees. 

Le vaccin recombinant contre la maladie de Gum- 
boro se presentera de preference sous de 10 a 10 4 
pfu/dose. so 

O'autres cas preferes de I'invention sont insertion 
de sequences nucleotidiques codant pour des antigenes 
du virus de la maladie de Marek, en particulier genes gB. 
gC. gD. et gH + gL ( WO-A-90 02803) , du virus de la mala- 
die de Newcastle, en particulier genes F et HN, du virus 55 
de la bronchite infectieuse (IBV). en particulier genes S 
et M (M. Binns et a/., J. Gen. Virol. 1985. 66. 719-726 ; 
M. Boursnell et at.. Virus Research 1984. 1. 303-313). 
du virus del'anemie aviaire (CAV). en particulier VP1 (52 



kDa) + VP2 (24 kDa) (N.H.M. Noteborn et a/.. J. Virol. 
1991. 65. 3131-3139) et du virus de la laryngotracheite 
infectieuse (ILTV). en particulier gB (WO-A-90 02802), 
gC, gD et gH + gL 

Les doses seront de preference les memes que cel- 
les poup-te vaccin de Gumboro. 

Selon undeveloppement avantageuxde I'invention, 
on associe au promoteur CMV IE un autre promoteur 
selon une disposition tete-beche, ce qui permet d'inse- 
rer, dans la zone d'insertion, deux sequences nucleoti- 
diques, I'une sous la dependance du promoteur CMV IE, 
I'autre sous celle du promoteur associe. Cette construc- 
tion est remarquable par le fait que la presence du pro- 
moteur CMV IE, et notamment de sa partie activatrice 
(enhancer), active la transcription induite par le promo- 
teur associe. Un promoteur associe prSfere est le pro- 
moteur Marek RNA1.8, dont Tactivite de transcription 
s'est revelee multipliee environ par 4,4 dans ces condi- 
tions. 

Un cas interessant de I'invention est un vaccin com- 
prenant une sequence nucleotidique codant pour VP2 
d'IBDV sous le controle de CMV IE et une sequence 
nucleotidique codant pour un antigene d'une autre mala-_ 
die aviaire, notamment celles citees plus haut. sbus ie 
controle de I'autre promoteur. 

On peut aussi monter t£te-b§che deux promoteurs 
•^GftrtV* KiHj'origines diff erentes. 

Le promoteur RNA1.8 pourra aussi etre utilise seul 
a la place du promoteur CMV IE, notamment pour des 
vaccins contre la maladie de Marek, la maladie de New- 
castle, la laryngotracheite infectieuse, la bronchite infec- 
tieuse et I'anemie aviaire. 

La presente invention a aussi pour objet une formule 
de vaccin multivalent, comprenant, en melange ou a 
melanger, au moins deux vaccins vivants recombinants 
^aviajr esjelsjque definis plus haut, ces vaccin^comgre- 
nant des sequences inserees differentes, notamment de 
pathogenes drfferents. 

La presente invention a aussi pour objet une 
methode de vaccination aviaire comprenant I'administra- 
tion d'un vaccin vivant recombinant ou d'une formule de 
vaccin multivalent tel que defini plus haut. Elle a notam- 
ment pour objet une telle methode pour la vaccination in 
ovo, des poussins d'1 jour ou plus et des adultes. 

L'invention va etre maintenant decrite plus en detail 
a I'aide d' exemples de realisation non limitatifs. pris en 
reference au dessin, dans lequel : 
Liste des figures et des sequences pour les construc- 
tions dans les sites intergeniques 



Figure 1 : 


Sequence du fragment HVT BamHI I 


Figure 2 : 


plasmide pEL039 


Figure 3 : 


plasmide pEL077 


Figure 4 : 


plasmide pEL079 


Figure 5 : 


plasmide pEL076 


Figure 6 : 


plasmide pEL078 


Figure 7 : 


plasmide pEL054 


Figure 8 : 


plasmide pEL055 


Figure 9 : 


plasmide pEL062 
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Rgure 15 


plasmide pEL026 




Rgure 16 


plasmide pEL090 




Rgure 17 


plasmide pCD002 




Rgure 18 


plasmide pCD009 




Rgure 19 


plasmide ptL068 
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Rgure 20 


plasmide pEL070 




Rgure 21 


plasmide pEL09l 




Rgure 22 


plasmide pCDOl 1 




Rgure 23 


plasmide pCD020 




Figure 24 


plasmide pEL092 


15 


Figure 25 


Sequence du gene NDV HN 
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plasmide pEL028 




Figure 27 


plasmide pEL029bis 
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plasmide pEL030 




Rgure 29 


plasmide pEL032 


20 


Rgure 30 


plasmide pEL093 




Rgure 31 


plasmide pEL033 




Rgure 32 


plasmide pEL034 




Rgure 33 


plasmide pEL094 
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25 




kpb 
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plasmide pBS002 




Rgure 36 


plasmide pEL069 




Rgure 37 


plasmide pEL080 




Rgure 38 


plasmide pEL081 


30 


Rgure 39 


plasmide pEL095 




Rgure 40 


plasmide pEL098 





SEQ ID N° 24 
SEQ ID N° 25 

SEQ ID N° 26 
SEQ ID N° 27 
SEQ ID N° 28 

2. EXEMPLES 
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Oligonucleotide EL077 

Sequence du promoteur MDV RNA 1 .8 

kpb 

Oligonucleotide MB047 
Oligonucleotide MB048 
Oligonucleotide MB072 



Sequence du fragment HVT BamHI I 
Oligonucleotide EL102 
Oligonucleotide EL161 
Oligonucleotide EL147 40 
Oligonucleotide EL162 
Oligonucleotide EL154 
Oligonucleotide EL163 
Oligonucleotide EL164 
Oligonucleotide EL165 45 
Oligonucleotide EL132 
Oligonucleotide ELI 33 
Oligonucleotide MB070 
Oligonucleotide MB071 
Oligonucleotide CD001 so 
Oligonucleotide CD002 
Oligonucleotide CD003 
Oligonucleotide CD004 
Sequence du gene NDV HN 
Oligonucleotide EL071 55 
Oligonucleotide EL073 
Oligonucleotide EL074 
Oligonucleotide EL075 
Oligonucleotide EL076 



Toutes les constructions de plasmides ont ete realisees 
en utilisant les techniques standards de biologie mote- 
culaire decrites par Sambrook J. et al. {Molecular Clo- 
ning: A Laboratory Manual. 2 nd Edition. Cold Spring 
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor. New York. 
1989). Tous les fragments de restriction utilises pour la 
pr6sente invention ont 6te isoles en utilisant le kit "Gene- 
clean" (BIO101 Inc. La Jolla, CA). 
Le virus utilise comme virus parental est la souche 
FC1 26 de Iherpesvirus de la dinde (HVT) isole par le Dr. 
Witter du Regional Poultry Research Laboratory (USD A, 
East Lansing, Michigan), dans un troupeau dedindes de 
23 semaines (Witter R.L. et ai Am. J. Vet. Res. 1970. 
31 . 525-538). Les conditions de culture de ce virus sont 
celles decrites par ailleurs (demande de brevet frangais 
90 03105). 

Exempfe 1 rExtrgction de I'ADN du virus de la mala- 
die de Marek : 

Le sang total d'un poulet eprouve a 7 jours avec la sou- 
che MDV RB1B est recolte avec une seringue sur anti- 
coagulant (solution d'heparine a 100 Ul/ml) 14 jours 
apres infection. Ce sang est ensuite centrifuge k 30 g 
pendant 1 5 minutes a temperature ambiante. Le plasma 
ainsi que le "buffy-coat" sont preleves et dilues dans du 
J^^st6rjlg.j^r.§y^ij;uEi A yplume final de lO.ipLApriS^ 
une centrifugation de 15 minutes a 150 g, le culot cellu- 
laire est resuspendu dans 2 ml de milieu de culture 199 
(Gibco-BRL Cat# 042-01 1 83M) contenant 2 % de serum 
de veau foetal (SVF). 

L'ADN total des lymphocytes infectes est ensuite extrait 
selon la technique decrite par R. Morgan et al. (Avian 
Diseases. 1990. 34. 345-351) et peut directement servir 
de matrice pour les experiences de PCR. Pour le clonage 
de fragments genomiques du virus MDV, la souche 
RB1 B a ete cultivee sur CEP et I'ADN viral a ete prepare 
a partir de particules virales purifiees comme decrit par 
Lee Y. et al (J. Gen. Virol. 1980. 51. 245-253). 



Exemple 2: Preparation de I'ADN aenomique du 
virus MCMV (Mouse CvtoMeoaloVirus) 

Le virus MCMV souche Smith a ete obtenude I'American 
Type Culture Collection. Rockville. Maryland. USA 
(ATCC N° VR-194). Ce virus a ete cultive sur cellules 
d'embryon de souris Balb/C et I'ADN viral de ce virus a 
ete prepare comme decrit par Ebeling A. et al. (J. Virol. 
1983. 47. 421-433). 
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Exemple 3: Preparation de I'ADN aenomigue du 
virus HVT pour les expe riences de transfection: 

L'ADN viral utilise pour les experiences de transfection 
a ete prepare selon la technique decrite par R. Morgan 
eta!. (Avian Diseases. 1990. 34. 345^351) k partir dune 
culture de CEP secondares (CEP II) irrfectees avec la 
souche FC126 du virus HVT. 

Exemple 4: Description du fragment BamHI i 

Le fragment BamHI I de 5,8 kpb du virus HVT souche 
FC126 (Igarashi T. et al. J. Gen. Virol. 1989. 70. 1789- 
1804) a 6te isole par Geneclean et clon6 dans le site 
BamHI du vecteur pBS-SK+ pour donner le plasmide 
pEL037. La sequence de ce fragment a ete etablie en 
totalite (5838 pb) (figure 1 et SEQ ID N° 1). 6 cadres 
ouverts de lecture (= "open reading frames = ORFs") ont 
ete identifies sur cette sequence. L'etude des prot&nes 
potentieilement codees par ces ORFs a revele que cer- 
taines de ces proteines presentaient une homologie 
avec des proteines codees par des ORFs preserves 
chez d'autres alphaherpesvirus. La premiere ORF 
(ORF1) (position 676 a position 1209 sur SEQ ID N° 1) 
presente une homologie avec les ORFs HSV-1 UL55, 
EHV-1 g£ne 4 et VZV gene 5. et code pour une proteine 
theorique HVT UL55de 1 78-aeides amines (aa). UORF2 
est situee de la position 1941 a la position 1387 sur la 
sequence SEQ ID N° 1 et code pour une proteine del 85 
aa homologue de la proteine codee par I'ORF EHV-1 
gene 3. LORF3 est incomplete. Elle est situee de la posi- 
tion 5838 a 3573 sur SEQ ID N° 1 et elle presente une 
homologie avec TORF 21 de MDV (Ross N. et al. Virus 
Genes. 1993. 7. 33-51). Trois autres ORFs identifies 
sur cette sequence : ORF4 (position 1403 k position 

- - Jt§Z(P^'£L® d * posi " 

^lion 2287'(prot^ine15*e : 265*aa)Tet"ORF6 (incomplete ; 

position 479 a position 1) n'ont pas d'homologues dans 
les banques de sequences. L'organisation genomique 
du fragment BamHI I du virus HVT souche FC126 est 
telle qu'il existe 3 regions intergeniquesqui peuvent £tre 
utilisees comme sites d'insertion pour des cassettes 
d'expression de genes etrangers : 
Une region intergenique (region intergenique 1) existe 
entre I'ORF UL55 et I'ORF HVT gene 3. Une deuxieme 
region intergenique (region intergenique 2) existe entre 
I'ORF HVT gene 3 et I'ORF 265 aa. Une troisieme region 
intergenique (region intergenique 3) existe entre I'ORF 
265 aa et I'ORF 21 . Ces trois regions sont utilisables pour 
inserer des cassettes d'expression sans affecter la repli- 
cation in vivo dies virus HVT recombinants ainsi obtenus. 
Des exemples de constructions de plasmides donneurs 
pour ces regions intergeniques 1 , 2 et 3 sont decrits ci- 
dessous : 



Exemple 5: Construction du plasmide donneur pour 
la region intergenique 1 

Le plasmide pEL037 a ete cfigere par BamHI et EcoRI 
5 pour isoler les fragments BamHI-EcoRI de 2672 pb et 
2163 pb. Ces fragments ont ete ligatures avec le vecteur 
pBS-SK+, prealablement digere par BamHI et EcoRI. 
pour donner respectivement les plasmides pEL039 de 
5167 pb et pEL040 de 6104 pb. Le plasmide pEL039 
w (figure 2) a ete digere par BamHI et Pstl pour isoler le 
fragment BamHI-Pstl de 997 pb (fragment A). Une PCR 
a ete realisee avec les oligonucleotides suivants: 
EL102 (SEQ ID N° 2) 5* CATTATAAGAC- 
CAACGTGCGAGTC 3' 
15 EL161 (SEQ ID N° 3) 5. GTTCACGTCGACAATTATTT- 
TATTTAATAAC 3' 

et la matrice pEL039 pour produire un fragment de 420 
pb. Ce fragment a ete digere par Pstl et Sail pour isoler 
un fragment Pstl-Sall de 250 pb (fragment B). Les frag- 

26 merits A et B ont ete ligatures ensemble avec le vecteur 
pBSII-SK + (Stratagene), prealablement digere par 
BamHI et Sail, pour donner le plasmide pEL077 de 4160 
pb (figure 3). Le plasmide pEL039 a ete digere par BstBI ____ 
et Seal pour isoler un fragment BstBI-Scal (bout franc) 

25 de 475 pb (fragment C). Une PCR a ete realisee avec 
les oligonucleotides suivants : 

EL147 (SEQ ID N° 4) 5' AAGATAATGGGCTCCCGC- 
TGTTC 3' 

EL162 (SEQ ID N° 5) 5* TAATTGTCGACCCCGGG- 

30 GAATTCGTTTAATGTTAGTTTATTC 3" 

et la matrice pEL039 pour produire un fragment PCR de 
715 pb. Ce fragment a ete digere par BstBI et Sail pour 
isoler le fragment BstBI-Sall de 465 pb (fragment D). Les 
fragments Cet Dont ete ligatures ensemble avec le plas- 

35 mide pEL077, prealablement digere par Apal, repare 
avec la polymerase Klenow, et digere par Sail, pour don- 
ner le plasmide pEL079 de 5082 pb (figure 4). Ce'ptas- 
mide contient un poly-linker EcoRI-Smal-Sall dans le 
site intergenique 1 . 

40 

Exemple 6: Construction du plasmide donneur pour 
la region intergenique 2 

Le plasmide pEL039 (exemple 5) a ete digere par BstBI 
45 et Pstl pour isoler le fragment BstBI-Pstl de 71 5 pb (frag- 
ment A). Une PCR a ete realisee avec les oligonucleoti- 
des suivants: 

EL154 (SEQ ID N° 6) 5' G AAATGC AAACTAAC ATTAT- 
TGTC 3' 

50 EL163 (SEQ ID N° 7) 5' GTGTAAATAGTCGACAATATA- 
GATAACGGGC 3* 

et la matrice pEL039 pour produire un fragment PCR de 
500 pb. Ce fragment a ete digere par BstBI et Sail pour 
isoler le fragment BstBI-Sall de 430 pb (fragment B). Les 
55 fragments A et B ont ete ligatures ensemble avec le vec- 
teur pBSII-SK+, prealablement digere par Pstl et Sail, 
pour donner le plasmide pEL076 de 4081 pb (figure 5). 
Une autre PCR a ete realisee avec les oligonucleotides 
suivants: 
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EL164 (SEQ ID N° 8) 5* CTATATTGTCGACCCCGGG- 
GAATTCATCGACATGAfTAAATAC 3' 
EL165 (SEQ ID N° 9) 5* CAATGAAGAAATATTTTCTT- 
TGTTCCTTGAAATGC 3' 

et la matrice pEL039 pour produire un fragment PCR de 
565 pb. Ce fragment a ete digere par Sail et Sspl pour 
isoler le fragment Sall-Sspl de 535 pb. Ce fragment a ete 
ligature avec le plasmide pEL076, prealablement digere 
par Apal. repare avec la polymerase Klenow, et digere 
par Sail, pour donner le plasmide pEL078 de 4598 pb 
(figure 6). Ce plasmide contient un poly-linker EcoRI- 
Smal-Sall dans la region intergenique 2. 

Exemple 7: Construction du plasmide donneur pour 
la region intergenique 3 

Le plasmide pEL040 (voir exemple 5) a ete digere par 
Ncol et Sphl pour isoler le fragment Ncol-Sphl de 1468 
pb. Ce fragment a ete ligature avec le plasmide pUC 
BM20 (Boehringer Mannheim Cat# 121 9235), prealable- 
ment digere par Ncol et Sphl, pour donner le plasmide 
pEL054 de 41 82 pb (figure 7). Le plasmide pEL04O a ete 
digere par EcoRI et Sphl pour isder le fragment EcoRI- 
Sphl de 614 pb. Ce fragment a ete ligature avec le plas- 
mide pUC BM20, prealablement digere par EcoRI et 
Sphl. pour donner le plasmide pEL055 de 3263 pb 
^.figure 8). Le plasmide pEL055 a ete digere par EcoRI, 
repare par la polymerase Klenow. ligature sur lui-meme. 
digere par Hindlll, repare avec la polymerase Klenow, et 
enfin ligature sur lui-m£me pour donner le plasmide 
pEL062 de 3279 pb (figure 9). Le plasmide pEL054 a ete 
digere par Ncol et Sail pour isoler le fragment Ncol-Sall 
de 1492 pb (fragment A). Les deux oligonucleotides sui- 
vants: 

EL132 (SEQ ID N° 10) 5' CCGAATTCATATAAGCT- 
TACGTG 3' 

*'ECl33 v (SEQ ID N° 11) 5' TCGACACGTAAGCTTATA- 
TGAATTCGGCATG 3* 

ont ete hybrides entre eux pour produire le fragment Sal I- 
Sphl de 24 pb (fragment B). Les fragments A et B ont 
ete ligatures ensemble avec le plasmide pEL062, prea- 
lablement digere par Ncol et Sphl, pour donner le plas- 
mide pEL066 de 4787 pb (figure 10). Ce plasmide 
contient un poly-linker EcoRI-Hindlll-Sail dans la region 
intergenique 3. 

Exemple 8: Construction du plasmide donneur 
pEL090 et isolement de vHVT16 

Le plasmide pEL004 ( = plasmide pGH004 decrit dans 
la demande de brevet frangais 92.13109) contenant le 
gene IBDV VP2 sous forme d'une cassette BamHI-Hin- 
dlll a ete digere par BamHI et Xbal pour isoler le frag- 
ment BamHI-Xbal (gene VP2 tronque) de 1 104 pb. Ce 
fragment a ete clone dans le vecteur pBS-SK+, preala- 
blement digere avec Xbal et BamHI pour donner le plas- 
mide pEL022 de 4052 pb (figure 11). Le vecteur pBS- 
SK+ a ete digere par EcoRV et Xbal, puis ligature sur lui- 
meme pour donner pBS-SK' (modrfie). Le plasmide 



pEL004 a ete digere par Kpnl et Hindlll pour isoler le 
fragment Kpnl-Hindlll de 1387 pb contenant le gene 
IBDV VP2 complet. Ce fragment a ete done dans le vec- 
teur pBS-SK # , prealablement digere par Kpnl et Hindlll, 

s pour donner le plasmide pEL023 de 4292 pb (figure 1 2). 
Le plasmide pEL022 a ete digere par BamHI et Notl pour 
isoler le fragment BamHI-Notl de 1 122 pb (fragment A). 
Le plasmide pEL023 a ete digere par BamHI et Notl pour 
isoler le fragment BamHI-Notl de 333 pb (fragment B). 

iq Les fragments A et B ont ete ligatures ensemble avec le 
vecteur pBS-SK+, prealablement digere par Notl et traite 
avec la phosphatase alcaline, pour donner le plasmide 
pEL024 de 4369 pb (figure 13). Le plasmide pEL024 a 
ete digere par Notl pour isoler le fragment Notl -Notl de 

, 5 1445 pb. Ce fragment a ete ligature avec le plasmide 
pCMVp (Clontech Cat# 6177-1 ) (figure 14). prealable- 
ment digere par Notl, pour donner le plasmide pEL026 
de 5095 pb (figure 1 5). Le plasmide pEL026 a ete digere 
par EcoRI, Sail et Xmnl pour isoler le fragment EcoRI- 

20 Sail de 2428 pb. Ce fragment a ete ligature avec le plas- 
mide pEL079 (voir exemple 5), prealablement digere par 
EcoRI et Sail, pour donner le plasmide pEL090 de 751 4 
pb (figure 16). Ce plasmide permet I'insertion de la cas- 
sette depression HCM V-IE/IBDV VP2 dans le site inter- - 

25 genique 1 du virus HVT. 

Des cellules CEP primaires de 24 heures ont ensuite ete 
transferees avec le melange survant:. 1 jig d^lasmide 
pEL090 linearise + 5 fig d'ADN viral d'HVt dans 300 jil 
de milieu OptiMEM (Gibco BRL Cat# 041-01985H) et 

30 100 \ig de LipofectAMINE dilues dans 300 fjtl de milieu 
(volume final du melange = 600 Ces 600^1 ont 
ensuite ete dilues dans 3 ml (volume final) de milieu et 
etales sur 3.10 6 CEP I. Le melange a ete laisse en con- 
tact avec les cellules pendant 5 heures, puis elimine et 

3 5 remplace par 5 ml de milieu de culture. Les cellules ont 
alors ete laissees en culture pendant 3 jours a + 37°C, 
puis elles-or&&&pronas£€£r^ 
fralches (melange 3:1). et reetalees sur 1 plaque 96 
puits. Cette plaque a ete laissee en culture pendant 3 

40 jours, puis les cellules ont ete pronasees, melangees & 
des CEP II fralches. et reetalees sur 2 plaques de 96 
puits, une cupule initiale donnant 2 cupules soeurs. Les 
plaques 96 puits ont ete mises en culture jusqu'a appa- 
rition d'un eff et cytopathique. Apres 72 heures de culture, 

4 5 une des deux plaques 96 puits a ete fixee a I'acetone 
95% pendant 30 minutes et une reaction d'immunof luo- 
rescence indirecte (IFI) a ete realisee avec un anticorps 
monoclonal arrti-VP2 pour rechercher les plages expri- 
mant la proteine VP2. Les cupules "soeurs" des cupules 

so presentant des plages positives en IFI ont ete prona- 
sees, melangees a des CEP II fraiches. et deposees en 
dilution limite sur des plaques 96 puits. Apres 3 jours de 
culture, les cupules presentant un effet cytopathique ont 
ete pronasees. melangees a des CEP II. et reetalees sur 

55 des plaques 96 puits, une cupule initiale donnant2 cupu- 
les soeurs. 3 jours apres. les plages exprimant la pro- 
teine VP2 ont ete a nouveau recherchees comme 
precedemment par IFI sur Tune des 2 plaques soeurs. 
En general. 4 cycles d'isolement successifs (recolte 
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d'une cupule, reetalement. contrdle par IFI, repiquage 
d'un cupule soeur...f suffisent pour obtenir des virus 
recombinants dont la totalrte de la progenie presente une 
fluorescence sperifique. Une plage virale ayant donne 
100 % de plages positives en IFI avec un anticorps 
monoclonal anti-VP2 a ete designee vHVT16. L'ADN 
genomique de ce virus recombinant a ete caracterise au 
niveau moleculaire par des techniques classiques de 
PCR et de Southern blot en utilisant les oligonucleotides 
et les sondes d'ADN appropries. 



isoler le fragment EcoRI-Sall de 3035 pb. Ce fragment 
a ete ligature avec la plasmide pEL079 (voir exemple 5). 
prealablement digere par EcoRI et Sail, pour donner le 
plasmide pEL091 de 8109 pb (figure 21). Ce plasmide 

5 permet I'insertion de la cassette d'expression MCMV- 
IE/IBDV VP2 dans le site intergenique 1 du virus HVT, 
Uneco-transfection realisee. comme decrit dans I'exem- 
ple 8, avec le plasmide pEL09l et I'ADN genomique du 
virus HVT a conduit a lisolement et a la purification du 

10 recombinant vHVT17. 



Exemple 9: Construction du plasmide donneur 
PEL091 et isolement de vHVT17 

Le plasmide pCMVp (figure 14) a ete digere par Sail et 15 
Smal pour isoler le fragment Sall-Smal de 3679 pb con- 
tenant le gene lacZ ainsi que !e signal de poly-adenyla- 
tion du gene tardif du virus SV40. Ce fragment a ete 
insere dans le vecteur pBS-SK+. prealablement digere 
par Sail et EcoRV, pour donner le plasmide pCD002 de 2d 
6625 pb (figure 1 7). Ce plasmide contient le gene repor- 
ter lacZ mais aucun promoteur n'est situe en amont de 
ce gene. L'ADN genomique viral du virus MCMV a ete 
prepare comme decrit dans I'exemple 2 et digere par Pstl 
pour isoler le fragment Pstl-Pstl de 2285 pb. Ce fragment 25 
a ete clone dans le vecteur pBS-SK+, prealablement 

— digere par Pstl et traite avec la phosphatase alcaline. 
pour donner le plasmide pCD004. Le plasmide pCD004 
a ete digere par Hpal et Pstl pour isoler le fragment Hpal- 
Pstl de 1 389 pb qui contient la region promotrice/activa- 30 
trice du gene Immediate- Early du cytomegalovirus murin 
(Murine CytoMegaloVirus = MCMV) (Dorsch- Hosier K. 
et al. Proc. Natl. Acad. Sci. 1985. 82. 8325-8329. et 
demande de brevet WO-A-87/03905). Ce fragment a ete 
clone dans le plasmide pCD002 prealablement digere 35 
gar Pstl et Smal. pour donner le plasmide pCD009 de 

xxxx S)07pb (figure 18). Un oligonudeotrdVdouSe tDnna ete 
obtenu par hybridation des deux oligonucleotides sui- 
vants : 

MB070 (SEQ ID N° 12) 5* 40 
CGAATTCACTAGTGTGTGTCTGCAGGCG- 
GCCGCGTGTGTGTCGACGGTAC 3' 
MB071 (SEQ ID N° 13) 5' 
CGTCGACACACACGCGGCCGCCTGCAGA- 
CACACACTAGTGAATTCGAGCT 3' 45 
Cet oligonucleotide double brin a ete ligature dans le 
vecteur pBS-SK+, prealablement digere par Kpnl et 
Sacl. pour donner le plasmide pEL067. 
Le plasmide pCD009 a ete digere par Pstl et Spel pour 
isoler le fragment Pstl-Spel de 1396 pb. Ce fragment a so 
ete ligature avec le plasmide pEL067, prealablement 
digere par Pstl et Spel. pour donner le plasmide pEL068 
de 4297 pb (figure 19). Le plasmide pEL026 (voir exem- 
ple 8) a ete digere par Hindlll et Sail pour isoler le frag- 
ment Hindlll-Sall de 235 pb (fragment B). Les fragments 55 
A et B ont ete ligatures ensemble avec le plasmide 
pEL068, prealablement digere par Notl et Sail, pour don- 
ner le plasmide pEL070 de 5908 pb (figure 20). Le plas- 
mide pEL070 a ete digere par EcoRI, Sail et Xmnl pour 



Exemple 10: Construction du plasmide donneur 
pEL092 et isolement de vHVT18 

Le fragment EcoRI-Sall de 3.9 kpb de I'ADN genomique 
du virus MDV souche RBI B contenant le g6ne MDV gB 
(sequence publiee par Ross N. et al. J. Gen. Virol. 1989. 
70. 1789-1804) a ete ligature avec le vecteur pUCl3. 
prealablement digere par EcoRI et Sail, pour donner le 
plasmide pCD007. Ce plasmide a ete digere par Sacl et 
Xhol pour isoler le fragment Sacl-Xhol de 2260 pb (partie 
centraie du gene gB = fragment A). Une PCR a ete rea- 
lisee avec les oligonucleotides suivants: 
CD001 (SEQ ID N° 14) 5' GACTGGTACCGCGGCCG 1 
CATGCAC I I I I I AGGCGG A ATTG 3* 
CD002 (SEQ ID N° 15) 5* TTCGGGACATTTTCGCGG 3' 
et la matrice pCD007 pourproduire un fragmestPCRiJe.^- . 
222 pb. Ce fragment a ete digere par Kpnl et Xbal pour 
isoler un fragment Kpnl-Xbal de 190 pb (extremite 5' du 
gene gB = fragment B). Une autre PCR a ete realisee 
avec les oligonucleotides suivants: 
CD003 (SEQ ID N° 16) 5* TATATGGCGTTAGTCTCC 3' 
CD004 (SEQ ID N° 17) 5* TTGCGAGCTCGCGGC- 
CGCTTATTACACAGCATCATCTTCTG 3' 
et la matrice pCD007 pour produire un fragment PCR de 
195 pb. Ce fragment a ete digere par Sacl et Sacl I pour 
r -'1&ien?frag^^^^ 
gene gB = fragment C). Les fragments A, B et C ont ete 
ligatures ensemble avec le vecteur pBS-SK+, prealable- 
ment digere par Kpnl et Sacl. pour donner le plasmide 
pCDOl 1 de 5485 pb (figure 22). Le plasmide pCDOl 1 a 
ete digere par Notl pour isoler le fragment Notl-Notl de 
2608 pb (gene MDV gB entier). Ce fragment a ete liga- 
ture avec le plasmide pCMVp, prealablement digere par 
Notl et traite avec la phosphatase alcaline. pour donner 
le plasmide pCD020 de 6299 pb (figure 23) (Dans ce 
plasmide. le gene MDV gB remplace le gene lacZ). Le 
plasmide pCD020 a ete digere par EcoRI et Sail pour 
isoler le fragment EcoRI-Sall de 3648 pb. Ce fragment 
a ete ligature avec le plasmide pEL079 (voir exemple 5). 
prealablement digere par EcoRI et Sail, pour donner le 
plasmide pEL092 de 8718 pb (figure 24). Ce plasmide 
permet I'insertion de la cassette d'expression HCMV- 
IE/MDV gB dans le site intergenique 1 du virus HVT. 
Une co-transfection realisee, comme decrit dans I'exem- 
ple 8. avec le plasmide pEL092 et I'ADN genomique du 
virus HVT a conduit a I'isolement et a la purification du 
recombinant vHVT18. 



13 



EP 0 719 864 A2 



14 



Exempte 11 : Construction du plasmide donneur 
pEL093 et isolement dl vHVT19 

La constitution d'une banque d'ADN complementaire du 
genome du virus de la maladie de Newcastle (NDV) . sou- s 
che Texas, a ete realisee comme decrit par Taylor J. et 
al. (J. Virol. 1990. 64. 1441-1450). Un clone pBR322 
contenarrt la fin du gene fusion (F), la totalite du gene 
hemagglutinine-neuraminidase (HN) et le debut du gene 
de la polymerase a ete iderrtif ie pHN01 . La sequence du w 
gene NDV HN present sur ce clone est presentee sur la 
figure 25 (SEQ ID N° 18). Le plasmide pHN01 a ete 
digere par Sphl et Xbal pour isoler le fragment Sphl-Xbal 
de 2520 pb. Ce fragment a ete ligature avec le vecteur 
pUC19, prealablement digere par Sphl et Xbal, pour is 
donner le plasmide pHN02 de 5192 pb. Le plasmide 
pHN02 a ete digere par Clal et Pstl pour isoler le frag- 
ment Clal-Pstl de 700 pb (fragment A). Une PCR a ete 
realisee avec les oligonucleotides suivants: 
EL071 (SEQ ID N° 19) 5, CAGACCAAGCTTCT- 20 
TAAATCCC 3* 

EL073 (SEQ ID N° 20) 5* GTATTCGGGACAATGC 3* 
et la matrice pHN02 pour produire un fragment PCR de 
270 pb. Ce fragment a ete digere par Hindlll et Pstl pour 
isoler un fragment Hindlll-Pstl de 220 pb (fragment B). 25 
Les fragments A et B ont ete ligatures ensemble avec le 
vecteur pBS-SK+;preatablementiJigere par Claret 'Hin- 
dlll, pour donner le plasmide pEL028 de 3872 pb (figure 

26) . Le plasmide pHN02 a ete digere par Bsphl et Clal 
pour isoler le fragment Bsphl-Clal de 425 pb (fragment 30 
C). Une PCR a ete realisee avec les oligonucleotides sui- 
vants: 

EL074 (SEQ ID N° 21) 5* GTGACATCACTAGCGT- 
CATCC 3* 

EL075 (SEQ ID N° 22) 5' CCGCATCATCAGCGGC- 35 

et la matrice pHN02 pour produire un fragment PCR de 
425 pb. Ce fragment a ete digere par Bsphl et Notl pour 
isoler le fragment Bsphl-Notl de 390 pb (fragment D). 
Les fragments C et D ont ete ligatures ensemble avec le *o 
vecteur pBS-SK+, prealablement digere par Clal et Notl, 
pour donner le plasmide pEL029bis de 3727 pb (figure 

27) . Le plasmide pEL028 a ete digere par Clal et Sacll 
pour isoler le fragment Clal-Sacll de 960 pb (fragment 

E). Le plasmide pEL029bis a ete digere par Clal et Notl 45 
pour isoler le fragment Clal-Notl de 820 pb (fragment F). 
Les fragments E et F ont ete ligatures ensemble avec le 
vecteur pBS-SK+, prealablement digere par Notl et 
Sacll, pour donner le plasmide pEL030 de 4745 pb 
(figure 28). Le plasmide pEL030 a ete digere par Notl so 
pour isoler le fragment Notl-Notl de 1780 pb (gene NDV 
HN entier). Ce fragment a ete ligature, a la placedu gene 
lacZ. avec le plasmide pCMVp, prealablement digere par 
Notl et traite avec la phophatase alcaline, pour donner 
le plasmide pEL032 de 5471 pb (figure 29). Le plasmide 55 
pEL032 a ete digere par EcoRI et Clal pour isoler le frag- 
ment EcoRI-Clal de 1636 pb (fragment G). Le plasmide 
pEL032 a ete digere par Clal et Sail pour isoler le frag- 
ment Clal-Sall de 1 182 pb (fragment H). Les fragments 



G et H ont ete ligatures ensemble avec le plasmide 
pEL079 (voir exemple 5). prealablement digere par 
EcoRI et Sail, pour donner le plasmide pEL093 de 7890 
pb (figure 30). Ce plasmide permet I'insertion de la cas- 
sette d'expression HCMV-IE/NDV HN dans le site inter- 
genique 1 du virus HVT. 

Une co-transf ection realisee, comme decrit dans I'exem- 
ple 8, avec le plasmide pEL093 et I'ADN genomique du 
virus HVT a conduit a I'isolement et a la purification du 
recombinant vHVT1 9. 

Exemple 12: Construction du plasmide donneur 
pEL094 et Isolement de vHVT20 

Un clone provenant de la banque d'ADN complemen- 
taire du genome du virus de la maladie de Newcastle 
(voir exemple 11) et contenant le gene fusion (F) en 
entier a ete appele pNDV81. Ce plasmide a ete decrit 
precedemment et la sequence du gene NDV F present 
sur ce clone a ete publiee (Taylor J. et al. J. Virol. 1990. 
64. 1441-1450). Le plasmide pNDV81 a ete digere par 
Narl et Pstl pour isoler le fragment Narl-Pstl de 1870 pb 
(fragment A). Une PCR a ete realisee avec les oligonu- 
cleotides suivants: 

EL076 (SEQ ID N° 23) 5* TGACCCTGTCTGGGATGA 3* 
EL077 (SEQ ID N° 24) 5* GGATCCCGGTCGACACAT- 
TGCGGCCGCAAGATGGGC 3* 
et la matrice pNDV81 pour produire un fragment de 160 
pb. Ce fragment a ete digere par Pstl et Sail pour isoler 
le fragment Pstl-Sall de 130 pb (fragment B). Les frag- 
ments A et B ont ete ligatures ensemble avec le vecteur 
pBS-SK+, prealablement digere par Clal et Sail, pour 
donner le plasmide pEL033 de 4846 pb (figure 31). Le 
plasmide pEL033 a ete digere par Notl pour isoler le frag- 
ment Notl-Notl de 1935 pb (gene F entier). Ce fragment 
a ete ligature, avec leLplasmide pjQMyfcK^fggpagrjj^ 
digere par Notl et traite avec la phosphatase alcaline, 
pour donner le plasmide pEL034 de 5624 pb (le gene 
NDV F a remplace le gene lacZ) (figure 32). Le plasmide 
pEL034 a ete digere par EcoRI et Kpnl pour isoler le frag- 
ment EcoRI-Kpnl de 866 pb (fragment C). Le plasmide 
pEL034 a ete digere par Kpnl et Sail pour isoler le frag- 
ment Kpnl-Sall de 21 14 pb (fragment D). Les fragments 
C et D ont ete ligatures ensemble avec le plasmide 
pEL079 (voir exemple 5), prealablement digere par 
EcoRI et Sail, pour donner le plasmide pEL094 de 8043 
pb (figure 33). Ce plasmide permet I'insertion de la cas- 
sette d'expression HCMV-IE/NDV F dans le site interge- 
nique 1 du virus HVT. 

Une co-transfection realisee, comme decrit dans I'exem- 
ple 8. avec le plasmide pEL094 et I'ADN genomique du 
virus HVT a conduit a risolement et a la purification du 
recombinant vHVT20. 

Exemple 13: Construction du plasmide donneur 
PEL095 et isolement de vHVT21 

Les sequences situees en amontdu gene MDV RNA 1 .8 
kpb sont decrites dans Bradley G. et ai (J. Virol. 1989. 
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63. 2534-2542) (figure 34 et SEQ ID N° 25). Une ampli- 
fication PCR a ete realisee a partir d'ADN extrait de lym- 
phocytes recoftes sur des poulets infectes par la souche 
MDV RB1B (voir exemple 1) avec les oligonucleotides 
suivants: 

MB047 (SEQ ID N° 26) 5* GGTCTACTAGTATTG- 
GACTCTGGTGCGAACGC 3* 

MB048 (SEQ ID N° 27) 5' GTCCAGAATTCGCGAAGA- 
GAGAAGGAACCTC 3' 

Le fragment PCR de 163 pb ainsi obtenu a ete digere 
par EcoRI et Spel, puis ligature avec le plasmide 
pCD002 (voir exemple 9), prealablement digere par 
EcoRI et Spel. pour donner le plasmide pBS002 de 6774 
pb (figure 35). Le plasmide pBS002 contient le promo- 
ter du gene MDV RNA 1 .8 kb clone en amont du gene 
lacZ. 

Une PCR a ete realisee avec les oligonucleotides: 
MB047 (SEQ ID N° 26) et 

MB072 (SEQ ID N° 28) 5' GTGTCCTGCAGTCGCGAA- 
GAGAGAAGGAACCTC 3' 

et la matrice pBS002. Le fragment PCR ainsi obtenu a 
ete digere par Pstl et Spel pour isoler un fragment Pstl- 
Spel de 200 pb. Ce fragment a ete ligature avec le plas- 
mide pEL067 (voir exemple 9), prealablement digere par 
Pstl et Spel. pour donner le plasmide pEL069 (figure 36). 
Le plasmide pCD007 (voir exemple 10) a ete digere par 
EcoRI et Xbal pour isoler le fragment EcoRI-Xbal -de 
2670 pb (fragment A). Le plasmide pCD01 1 (voir exem- 
ple 10) a ete digere par Notl et Xbal pour isoler le frag- 
ment Notl-Xbal de 180 pb (fragment B). Le plasmide 
pEL069 a ete digere par Notl et Spel pour isoler le frag- 
ment Notl-Spel de 180 pb (fragment C). Les fragments 
A, B et C ont ete ligatures ensemble avec le plasmide 
pEL067 (voir exemple 9), prealablement digere par 
EcoRI et Spel, pour donner le plasmide pEL080 de 5939 
pb (figure 37). Le plasmide pEL070 (voir exemple 9) a 
6t6 dig6r6 par Kpnl et Spel pour isoler le fragment Kpnl- 
Spel de 1345 pb (fragment D). Le plasmide pEL070 a 
aussi ete digere par Kpnl et Sail pour isoler le fragment 
Kpnl-Sall de 1658 pb (fragment E). Les fragments D et 
E ont ete ligatures ensemble avec le plasmide pEL080, 
prealablement digere par Sail et Spel, pour donner le 
plasmide pEL081 de 8938 pb (figure 38). Le plasmide 
pEL081 a ete digere par EcoRI et Sail pour isoler le frag- 
ment EcoRI-Sall de 6066 pb. Ce fragment a ete ligature 
avec le plasmide pEL079 (voir exemple 5), prealable- 
ment digere par EcoRI et Sail, pour donner finalement 
le plasmide pEL095 de 11139 pb (figure 39). Ce plas- 
mide permet d'inserer la double cassette d'expression 
VP2/MCMV-IE//RNA 1 .8 kpb/MDV gB dans le site inter- 
genique 1 du virus HVT. 

Une co-transfection realisee, comme decrit dans I'exem- 
ple 8, avec le plasmide pEL095 et I'ADN genomique du 
virus HVT a conduit a llsolement et a la purification du 
recombinant vH VT2 1 . 



Exemple 14: Construction du plasmide donneur 
pEL098 et isolement de vH VT24 

Le plasmide pEL080 (voir exemple 13) a ete digere par 
5 EcoRI et Sail pour isoler le fragment EcoRI-Sallde3040 
pb (cassette RNA 1 .8 kpb / MDV gB). Ce fragment a ete 
ligature avec le plasmide pEL079 (voir exemple 5). prea- 
lablement digere par EcoRI et Sail, pour donner le plas- 
mide pEL098 de 8140 pb (figure 40). Ce plasmide 
w permet I'insertion de la cassette RNA 1 .8 kpb / MDV gB 
dans le site intergenique 1 du virus HVT. 
Une co-transfection realisee, comme decrit dans lexem- 
ple 8, avec le plasmide pEL098 et I'ADN genomique du 
virus HVT a conduit & llsolement et k la purification du 
recombinant vHVT24. 

Exemple 15: Construction de plasmides donneurs 
pour Tinsertion de cassettes d'expression IBV M et 
S dans le site intergenique 1 du virus HVT 

20 

Selon la meme strategie que celle decrite plus hautpour 
Tinsertion de cassettes d'expression (genes places sous 
le controle des promoteurs HCMV-IE ou MCMV-IE ou_ 
double promoteur MCMV-IE//RNA 1.8 kpb) dans le site 

25 intergenique 1 , il est possible de realiser des virus HVT 
recombinants exprimant a un niveau eleve les proteines 
membrane : (M) a ou spike (S) du virus de la bronchite infec- 
tieuse aviaire (IBV). On realise de preference une cons- 
truction ou le gene IBV S est sous la dependance du 

30 promoteur HCMV-IE ou du promoteur MCMV-IE, ou bien 
une construction ou les genes IBV M et IBV S sont insu- 
res ensemble avec le double promoteur MCMV-IE/RNA 
1 .8 kpb dans le site intergenique 1 , le gene M etant sous 
le contrdle du promoteur RNA 1 .8 kpb et le gene S etant 

35 sous le controle du promoteur MCMV-IE. Dans cette 
configuration, le promoteur RNA 1.8 kpb est active par 
la region activatrice du promoteur MCMV-IE. 

Exemple 16: Construction de virus HVT recombi- 
40 nants comprenant des genes etrangers inseres dans 
les sites interggniques 2 et 3 

L'obtention de virus HVT recombinants ayant insere des 
cassettes d'expression de genes etrangers dans les 

45 sites intergeniques 2 et 3 se fait en suivant la strategie 
decrite pour les exemples 8 a 14, mais en utilisant res- 
pectivement les plasmides pEL078 (site intergenique 2) 
et pEL066 (site intergenique 3) a la place du plasmide 
pEL079 dans les exemples 8 a 14 pour construire les 

so plasmides donneurs specifiques. 

Exemple 17 : Preparation d'un vaccin selon I'inven- 
tion : 

55 La preparation des vaccins selon I'invention peut se 
faire par toute technique usuelle connue de I'homme de 
Tart, par exemple par culture en f lacon roulant. Des fla- 
cons roulants (1 75 cm 2 ), ensemences avec 200. 10 6 cel- 
lules primaires d'embryonde poulet, sont inocules apres 



15 
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24 heures d'incubation a 37°C avec 1 ml d'une solution 
virale de virus HVT recombinant ayant un trtre de 10 5 
pfu/ml. Apres une incubation de 4 jours a 37°C. le sur- 
nageant est eiimine. les cellules sont dissoaees avec 
une solution de trypsine versene, puis recoltees. Les eel- 5 
lules infectees sont alors centrrfugees. Le surnageant 
est eiimine et les cellules sont reprises par 20 ml d'une 
solution contenant un stabilisateur pour lyophilisation 
(par exemple SPGA saccharose, phosphate, glutamate, 
albumine). Ce melange est ensuite sonique. reparti dans w 
des f lacons a raison de fractions de 1 ml et enf in lyophi- 
lise. 

Si necessaire, le vaccin peut egalement etre reparti 
et congele au lieu d'etre lyophilise. 

15 

Exemple 18 : 

Un virus recombinant obtenu selon I'invention et 
exprimant la proteine VP2 du virus de la rnaladie Gum- 
boro a ete utilise pour immuniser par voie intramuscu- 20 
laire des poussins de 1 jour. Ces poussins ont ensuite 
ete eprouves a Cage de 21 jours avec le virus de la rnala- 
die de Gumboro. Les resultats de protection ont ete eva- 
lues 1 1 jours apres epreuve en comparant les lesions de 
la bourse de Fabricius et la mortalite entre les groupes 25 
vaccines et le groupe temoin non vaccine. Les resultats 
de ce protocole de vaccination/epreuve ont montre que- 
le vaccin obtenu selon I'invention permet d'obtenir un 
bon niveau de protection. 

30 

Revindications 

1. Vaccin vivant recombinant aviaire comprenant 
comme vecteur, un virus herpes aviaire comprenant 

au moins une sequence nucleotidique codarrt pour, 35 
et exprimant, un polypeptide antigenique d'un agent 
pathogene aviaire, msereetians la region comprise 
entre I'ATG de I'ORF UL55 et la jonction de U L avec 
la region repetee adjacente, sous lecontrdle du pro- 
moteur CMV immediate early. 40 

2. Vaccin vivant recombinant aviaire selon la revendi- 
cation 1 , caracterise en ce que le vecteur est choisi 
parmi le groupe consistant en virus de la rnaladie de 
Marek (MDV et HVT), virus de la laryngotracheite 45 
infectieuse ILTV et herpes du canard. 

3. Vaccin vivant recombinant aviaire selon la revendi- 
cation 2, caracterise en ceque le vecteur est le virus 
HVT et insertion est realisee dans le fragment so 
BamHI I. 

4. Vaccin recombinant aviaire selon la revendication 3. 
caracterise en ce que I'insertion est realisee dans 
Tune des zones intergeniques 1, 2 et 3 ou dans 55 
I'ORF UL55 du fragment BamHI I. 

5. Vaccin vivant recombinant aviaire selon Tune quel- 
conque des revendications 1 a 4, caracterise en ce 



que le promoteur CMV immediate early est le pro- 
moteur humain HCMV IE ou le promoteur murin 
MCMV IE. 

6. Vaccin vivant recombinant aviaire, selon Tune quel- 
conque des revendications 1 a 5, caracterise en ce 
que la sequence nucleotidique inseree sous le con- 
trole du promoteur CMV immediate early est une 
sequence nucleotidique codarrt pour un antigene 
choisi parmi le groupe des antigenes de la rnaladie 
de Gumboro, de la rnaladie de Marek, de la rnaladie 
de Newcastle, de la bronchite infectieuse. de la 
laryngotracheite inlectieuse et de I'anemie aviaire. 

7. Vaccin vivant recombinant aviaire selon Tune quel- 
conque des revendications 1 a 6, caracterise en ce 
que la sequence nucleotidique inseree sous le con- 
trdle du promoteur CMV immediate early est une 
sequence nucleotidique codant pour le polypeptide 
VP2 du virus IBDV 

8. Vaccin vivant recombinant aviaire selon Tune quel- 
conque des revendications 1 a 7, caracterise en ce 
qu'il comprend, associe au promoteur CMV-imme^ 
diate early en disposition tete-b£che avec ce der- 
nier, un autre promoteur. deux sequences 

^ ^ nudeotidiques eta^t inserees dans la region deser- 
tion, 1'une sous la dependance du promoteur CMV 
immediate early, I'autre sous celle du promoteur 
associe. 

9. Vaccin vivant recombinant aviaire selon la revendi- 
cation 8, caracterise en ceque le promoteur associe 
est le promoteur Marek RNA1 .8. 

10. Vaccin vivant recombinant aviaire selon la jevendi- 
~catibn 8'"olT9, caracterise eri ce que iaT^ulfnce" 

nucleotidique inseree sous le controle du promoteur 
CMV immediate early est une sequence nucleotidi- 
que codant pour le polypeptide VP2 du virus IBDV 
et en ce que la sequence nucleotidique inseree sous 
le contrCle du promoteur associe est une sequence 
nucleotidique codant pour un antigene d'une autre 
rnaladie aviaire. 

11. Vaccin vivant recombinant aviaire selon la revendi- 
cation 10, caracterise en ce que la sequence nucleo- 
tidique codant pour un antigene d'une autre rnaladie 
aviaire est choisie parmi le groupe des antigenes de 
la rnaladie de Marek, de la rnaladie de Newcastle, 
de la bronchite infectieuse. de la laryngotracheite 
infectieuse et de I'anemie aviaire. 

12. Vaccin vivant recombinant aviaire selon la revendi- 
cation 8, caracterise en ceque le promoteur associe 
est un promoteur CMV immediate early d'origine dif- 
ferente. 
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1 3. Vaccin vivant recombinant aviaire selon Tune quel- 
conquedesrevendications 1 & 12, caracterise en ce 
que la ou les sequences nucleotidiques inserees 
sont choisies parmi le groupe des sequences 
codant pour les genes : s 

VP2, VP3 et VP2 + VP4 + VP3 du virus de la 
maladie de Gumboro, 

gB. gC. gD et gH + gL des virus de la maladie 
de Marek, 10 
- VPi (52 kDa) + VP2 (24 kDa) du virus de I'ane- 
mie aviaire. 

S et M du virus de la bronchite infectieuse, et 
gB, gC, gD et gH + gL du virus de la laryngotra- 
cheite infectieuse. 15 

14. Vaccin recombinant aviaire selon Tune des revendi- 
cations 1 a 6. caracterise en ce que, au lieu du pro- 
moteur CMV immediate early, on utilise le promoteur 
RNA1.8. 20 

15. Formule de vaccin multivalent comprenant, en 
melange ou a melanger, au moins deux vaccins 
vivants recombinants aviaires tels que definis dans 
Tune quelconque des revendications 1 a 1 4, ces vac- 25 
cins comprenant des sequences inserees drfferen- 

• tes: ■•- '*T~ - 

16. Formule de vaccin multivalent selon la revendication 

15, caracterisee en ce que les sequences nucleoti- 30 
diques inserees different es proviennent de pathog£- 
nes differents. 
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Figure 1 

1 GGATCCATCAGCAATGCGGGCTGTAGTCCCGATTCCCGTTTCAAATGAAGGTGCTCCAAC 
159 < AspMetLeuLeuAlaProGlnLeuGlySerGluAraLysLe\iHi8LeuHi8Gl\iLeuV 

61 ACGGTCTTCAAAGCAACCGGCATACCAGCAAACACAGACTGCAACTCCCCGCTGCAATGA 
139^alThrLysLe\iAlaValProMetGlyAlaPheValSerGliiLeuGluGlySerCyBHi8A 
12 1 TTGGTTATAAAC AGTAATCTGTCTTCTGGAAGTATATTTCGCCCGACAATCCACGGCGCC 
119 « sxiThr II ePheLeuLeuArgAspGluProLeul leAanArgGlyVallleTrpProAlaG 
181 CCCAAAGTTAAAAACCATCCATGTGTATTTGCGTCTTCTCTGTTAAAAGA^ 

99 < lyLeuThrlieuPheTrpGlyHisThrAsnAlaAspGliiAraAaxiPheSerTyrGlnSerA 
241 GC ATTTTCCCGTTG ACCGCCAGAT ATCCAAAGTACAGC ACGATGTTGCACGGACG ACTTT 

79^1aA8nGluArgGlnGlyGlySerIleTrpLeuValAlaArgHi8GlaValSerSerLy8A 
301 GCAGTCACCAGCCTTCCTTTCCACCCCCCCACCAACAAAATGTTTATCGTAGGACCCATA 

59 < laThrValLeiiArgGlyLyeTrpGlyGlyValLeixLeuIleAsnlleThrProGlyMetA 
361 TCCGT AAT AAGG ATGGGTCTGGC AGCAACCCC ATAGGCGCCTCGGCGTGGT AGTTCTCG A 

39^spThrIleLeuIleProArgAlaAlaValGlyTyrAlaGlyArgAraProLeuGluAraP 
42 1 GGAT AC ATCC AAAGAGGTTGAGTATTCTCTCTACACTTCTTGTTAAATGG AAAGTGC ATT 

19^roTyrMetTrpLeuProGlnThrA8nGluArgCy8Ly8Ly8AanPheProPheHi8Met 
481 TGCTTGTTCTTACAATCGGCCCGAGTCTCGTTCACAGCGCCTCGTTCACACTTAAACCAC 
541 AAATAGTCTACAGGCTAT ATGGGAGCCAGACTGAAACTCACATATGACTAATATTCGGGG 
60 1 GTGTTAGTC ACGTGT AGCCC ATTGTGTGC ATATAACG ATGTTGG ACGCGTCCTTATTCGC - 
661 GGTGTACTTG AT ACTATGGC AGCG AGC ATGGGATATTC ATCCTCGTCATCGTT AAC ATCT 

1» MetAlaAlaSerMetGlyTyrSerSerSerSerSerLeuThrSer 
721 CTACGGGTTCAGAATGTTTGGCATGTCGTCGATCCTTTGCCCATCGTTGGAAA2^ACAAG 

16^LeuArgValGlnAsnValTrpHi8ValValA8pProLeuProIleValAlaAsnTyrIjy8 
781 TCCGATCGCCATGAGCGCGATAAGCCTGTACCATGTGGCATTAGGGTGACATCTCGATCA 

36^SerAspAraHi8AspArgA8pLy8ProValProCy8GlyIleArgValThrSerArgSer 

84 1 TAC ATTATAAG ACC AACGTGCG AGTCTTCC AAAG ACCTGCACGCCTTCTTCTTCGGATTG 
56>TyrIlelleArgProThrCy8GluSerSerLy8A8pLeuHi8AlaPhePhePheGlyLeu 

901 TCAACGGGTTCTTCAGAATCTATGCCCATATCTGGCGTTGAGACCATTGTGCGTTTAATG 
76^SerThrGlySerSerGluSerMetProIleSerGlyValGluTiirIleValArglieuMet 

961 AACAATAAAGCGGCATGCCATGGAAAGGAGGGCTGCAGATCTCCATTTTCTCACGCCACT 
96^A8nAsnLy8AlaAlaCyBHiaGlyLy8GluGlyCy8ArgSerProPheS^Hi8AlaThr 

1021 ATCCTGGACGCT 
116^IleLe\iA8pAlaValA8pA8pAsnTyrThrMetAanIleGluGlyValCy8PheHieCys 

1081 CACTGTGATGATAAGTTTTCTCCAGATTGTTGGATATCTGCATTTTCTGCTGCCGAACAA 
136^HisCy8A8pAspLy8PlieSerProA8pCy8TrpIleSerAlaPheSerAlaAlaGluGln 

1141 ACTTCATCGCTATGCAAAGAGATGCGTGTGTACACGCNGCCGTTGAGTATACGGGAAACT 
156^ThrSerSerLeuCysLyBGluMetArgValTyrThr???ProIieuSerIleArgGluThr 

1201 AAATGTTCATAGAGGTCTTTGGGCTATATGTTATTAAATAAAATAATTGACCAGTGAACA 
176>LysCyeSer 

1261 ATTTGTTTAATGTTAGTTTATTCAATGCATTGGTTGCAAATATTCATTACTTCTCCAATG 
1321 CCAGGTCATTCTTTAGCGAGTGATGTTATGACATTGCTGTGAAAATTACTACAGGATATA 
1381 TTTTTAAGATGCAGGAGTAACAATGTGCATAGTAGGCGTAGTTATCGCAGACGTGCAACG 
185^SerAlaProThrVallleHiaMetThrProThrThrIleAlaSerThrCy8Arg 

IfrMetCyalleValGlyValVallleAlaAspValGlnAr 
1441 CTTCGCATTTGAGTTACCGAAGTGCCCAACAGTGCTGCGGTTATGGTTTATGCGCACAGA 
167^Ly8AlaAsnSerAanGlyPheHi8GlyValThrSerArgA8iiHi8A8nIleArgValSer 
13^gPheAlaPheGluLeuProLyaCysProThrValLeuArgIieuTrpPheMetArgThrGl 
1501 ATCCATGCATGTCCTAATTGAACCATCCGATTTTTCTTTTAATCGCGATCGTTGTTTGGG 
147 4A8pMetCy8ThrArgIleSerGlyA8pSerLysGluLy8LeuArgSerArgGlnLyaPro 
33^uSerMetHi8ValLeuIleGluProSerA8pPheSerPheAsnArgAspArgCy8lieuGl 
1561 CAACTGCGTTATTTCAGATCTAAAAAATTTACCCTTTATGACCATCACATCTCTCTGGCT 
127^LeuGlnThrIleGluSerArgPhePheLy8GlyLyaIleValMetvalA8pArgGlnSer 
s-i^yAsnCysVallleSerAspLeuLysAsnLeuProPheMetThrlleThrSerLeuTrpLe 
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1621 CATACCCCGCTTGGATAAGATATCATGTAGATTCCGCCCTAAGAAATGCAAACTAACATT 
107^MetGlyArgLysSerLeuIleAapHiaLeuA8iiArgGlyLeuPheHi8LeuSerValAsn 
73 ►uIleProArgLeuAspLys ileSerCysArgPheArgProLysLyeCysLyeLeuThrLe 
1681 ATTGTCGGTTCC AT AT AC ACTTCC ATCTTGTCCTTCG AAAAT AAC AAACTCGCGC AAT AG 
87^AanAepTlirGlyTyrValSerGlyXapGlnGlyGluPheIl€ValPheGluAroLeuI^^ 
93 ►uLeuSerValProTyrThrI*euProSerCyBProSerLy8lleThrA8iiSerAraABnAr 
1741 ACCGTCCGTACATGCATGGCCGATGTGTGTCAACATCATTGGTCTGCTAGATCCCGATGG 
67^GlyA8pThrCy8AlaHiBGlyIleHi8ThrLeuMetMetProArgSerSerGlySerPro 
113^aProSerValHi8AlaTrpProMetCy8ValAanIleIleGlyLeuLe\iA8pProA8pGl 
1801 GACGAATCGTACAGTCGTCGCTCCAGCATTGGCAAAAATCCCCAGATACCCTCCATGCGG 
47^ValPheArgValThrThrAlaGlyAlaAanAlaPlxeIleGlyLeuTyrGlyGlyHi8Pro 
133>yThrAenAro^rValvalAlaProAlaI*euAlaLy8lloProAroTyrProProCy8Gl 
1861 CAAATCTAAATTGCGACCCCGAAGAGACTGCACCAAAGTCTTATCGACGCACGCTGATTT 
27^LeuAspLeuAanAroGlyArgLeuSerGlnValLeuThrLy8A8pValCysAlaSerLy8 
'*h 153^yLy8SerLyBLeuArgProArgArgA8pCy8ThrLy8ValLeuSerThrHiBAlaA8pPh 
1921 TTTTGAACAGCGGGAGCCCATTATCTTCAGTGGAGCGTAGACGGGCGAGGCTAATTATGT 

7<LysSerCysArgSerGlyMet 
173>ePheGluGlnArgGluProIleIlePheSerGlyAla 

1981 GACATAGCAACACTGCATGTATGTTTTTATAAATCAATAAGAGTACATAATTTATTACGT 
2041 ATCATTTCCGTTTGTAATATACTGTATACATCATCCACACTATTAGTCAGCACTAGCGCG 

2.y)l_CGGGCGCACGTTACAATAGCAGCGTGCCCGTTATCTATATTGTCCGATATTTACACATAA ^ 

*2lVl ~ CATTCATCGACATGATTAAATACOT 
2221 ATATAAATTATATCGCTAGGACAGACCCAAACGACCTTTATCCCAAACAGTCAGATCCTC 

2281 TTCTC AAGTGTC G ATTTC TGTT ATGGAAT ATGC AT AC C CTGGC CC AG AAATTGC AC GC AC 
265^ThrA8plleGluThrlleSerTyrAlaTyrGlyProGlySerIleAlaArgVal 
2341 GAGCGTAGTGAATGCGTCATTGGTTTTACATTTAAAGGCTAAATGCACAAATTCTTTAGA 
247^LeuThrThrPheAlaA8pA8nThrLy8Cy8Ly8PheAlaLeuHi8ValPheGluLyBSer 
2401 CGACAGCACATCGTTAAATAGCATCTCTAGCGTTCTTATGAATGCTAAGCATTGGAGTCC 
227 4 SerLeuValAspAsnPheLeuMetGluLeuThrArgllePheAlaLeuCyeGlnLeuGly 
2461 TCCTGGTCGGCCACAATAACAGCTGAGTATCATACCCTGAGCTCCGGGGTTGTCGCACAT 
••s^=^aa^^«TOr- it v- - P2 a ArgG lyCy 8 Ty r Gy s S er Leu^Xlc^f ~ t G lyG 1 nAlaGly Pxp^ij^n^^I^YI^ 

2521 AGCGG ATTCGT AT AAAC AT AGG ATTTTCCGCGAATCC ATC AGTTGC AAAAATCTGTT AGG 
lS7^AlaSerGluTyrLeuCyeLeuIleLy8ArgSerA8pMetLeuGlnLeuPheArgAsnPro 
2531 CTCCATCAACAACGCTGGATTTACTTCAGATCCACGCGTAAAGTAATGGTGCTCGAATAC 
■■^ 167^GluMetLeuLeuAlaProAsnValGluSerGlyArgThrPheTyrHi8Hi8GluPheVal 
2641 CGTTTTTAGAGTTGTCGGC ATTTCAAGGAACAAAGAATTC ATTTCTTCATTGCAACGACG 
147^ThrLy8LeuThrThrProMetGluLeuPheLeuSerAsnMetGluGluA8iiCyBArgArg 
2701 CGCCAGAAATCCCAAGACCTCTTTGGGTAGTATGTTCTTGCCTATAAAACACGGCGTTCC 
127^AlaLeuPheGlyLeuValGluLyBProLeuIleA8nLy8GlyIlePheCy8ProThrGly 
2761 AAGTGCCAGGAACCACGCATGTGTTACTGTTGGGGCGTATTCAGAAATAAAGCGGGGTTT 
107^LeuAlaIieuPheTrpAlaHi8ThrValThrProAlaTyrGluSerIlePheArgProLys 
282 1 ATGCGGCTTTTG AAGCTCGGATATCC AAAGTATCGCTTGCTGATGAACGAGCGATGTAGC 
87^HisProLy8GlnLeuGluSerIleTrpLeuIleAlaGlnGlnHi8ValLeuSerThrAla 
2881 TGTTACAAAACCTCCTTTCCATCCTCCAGTCAACATAATATTTATCGGCCTACCTATGTC 
67^ThrValPheGlyGlyLyBTrpGlyGlyThrLeuMeclleA8nlleProArgGlyIleABp 
2941 CGTAATAAGTATTGGTCGGGCAATTATTCCGTATGAGGTCTTGCAGGAATAAGCTCTTAG 
47^ThrIleLeulleProArgAlaIleIleGlyTyrSerThrLysCy8SerTyrAlaArgLeu 
3001 GGACAGCCAGCTTGGATATGGTGCGAAACAGACCTTCTCGGCTTCAGAATGTCGCTCCGC 
27^SerLeuTrpSerProTyrProAlaPheCysValLysGluAlaGluSerHi8ArgGluAla 
3061 AGTCTCTTCGTGTCGGTGCATCTTAGATCCACCATCAATGTGTGCAGCATTGACTCCCGC 
7<ThrGluGluHisArgHisMet 
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3 121 CCGTCG AATATTCCTTTTGTTACGATGCAGTAATGAGCACGATCATGGGCGGGGCGATGA 
3 181 CGTTCT ATTTGC ATGTCTGCGAACAATTTGCGTC AGTCATACAGCTATGGAGTGGGCCAT 
3241 TTCTGGCGTCAACTTAAAAACGCGAACCGCAGACATATGTATTTGCATGCAAAGACGTAT 
3301 CTTCGTATTTCTGGGCATCTTCAAATGCTCTGGCCAATATGGCAATGAATTTGGATTCGT 
3361 TTG ACGCCGATGGTATGC AGTGCAAATGTGCC AATAGCCCACATCCGAAAAAGTTATTTG 
3421 TC AT AC AAGC AGGTGTTAAGTAGC AATC AC AT AAAGGC ACCAG ACGCCTC ATGGC ATC AT 
3481 AATGAATAGCTCCTTCTCCCCACTGGAACCACTGACAAAATCTGCGAGTATATTCCGCAA 
3541 ACC AC ATTTTATTTCTC ATAGAAACTACCCTAAATCCTTTTAACGGGGAAGAAGAATCCT 

755« IleArgLysValProPhePhePheGlyL 
3601 AGATAGTGCTTGAAGTCATGACTGTTACTGCTGCAATAACACTGTATATTATTTATAAAT 
745^euTyrHi8LysPheAspHi8SerABnSerSerCysTyrCy8GlnIleAenAanIlePheG 
3661 TCCGTTTGTCTAGGTATCTGATGTAGGCATTCCGATCCCTTTACTATTGCGTCTTCACGA 
725^1uTbrGlnArgProXleGlnHi0LeuCyaGluSerGlyLy6ValIleAlaA0pOluArgG 
372 1 CCAAATGGGAATGCGCCAAAATCCCCACACCTCATCACCCTGGAGGCAGATTGTGTATTA 
705 4 lyPheProPheAlaGlyPheAspGlyCysArgMetValArgSerAlaSerGlnThrAaxiA 
3781 TTAATATCCGCCGATTGAAGCACAAAACGGTACGGTACTGTTCCTAATTCTGGTATAGAT 
685^8nIleAspAlaSerGlnL.euValPheArgrTyrProValThrGlyLeuGluProIleSerG 
3841 TCTATGGTC AAAAGTCTGC ATATCCCCGACATTGCCATGAGATCACACAGTCCAAGTAGC 
665 4 luIleThrLeuLeuArgCy0lleGlySerMetAlaMetLeuAspCysI*euGlyI*euI*euM 
3901 ATGTTTATTGAGTCACTCAGACTGTCAACGTCCCTCGCCGCACCACCAATCGAAAATAAA 
645^etA8nlleSerAspSerLeuSerA8pValAspAraAlaAlaGlyGlyIleSerPheLeuT 
3961 GTATCTACGCAAGTTATAGCTCCGCATTTTCTATCGCTAGCAGCAATCGCGACGCAAAAC 
"b25*hrXspValCya^^ 

4021 ATAAAGGCCATGTTGGGATTTGAACTCTCTGGGGGGCTTGTTATCTTCTGCACCGTCGCA 

605^etPheAlaMetA8nProA8nSerSerGluProProSerThrIleIiy8GlnValThrAlaT 
4081 GTCGCAGTTTTCCGAAATTTATGTCTAATATATTTTCCGGCCGTGCTCCAATCGGCCGAA 

585^hrAlaThrLy8ArgPheLy8Hi8ArgIleTyrLyeGlyAlaThrSerTrpA8pAlaSerP 
4141 AAGAATCTGCGT ATT ACC AG ACTC ATTGACGGGCCGATAAAGACCATAAAACAAAATTCC 

565^hePheArgArgIleValLeuSerMetSerProGlyIlePheValMetPheCy8PheGluG 
4201 TGTGCACTCCCTCCTCCAGTTTTGCCATCGTCCAAGTCCCGTAACTTTTTTTGCGTTTCG 

545 4 InAlaSerGlyGlyGlyThrLysGlyAspAspLeuAspArgLeuLysLysGlnThrGluL 

. 426I^AGGAGCAAGCGTTCGTTATCCCTACCCAC^ 

525 < ieuLeuLeuArgGiuAsiiAspArgGlyValSerThrLyeTrpArgLysXrgllelleljeuP 
4321 GGTTGT ATCGCC AACGCGTC ACCGCAGGTTGTC ACAT AC AGTGATGGCATACTTGAACGT 

505^roGlnIleAlaLeuAlaAepGlyCy8ThrThrValTyrLeuSerProMetSerSerArgA 
4381 GCAACAACGCGCTCGCTTTGCAAATCTAAGTCATTGACCATCAAATCGCGTTGAGAGGAT 

485^1aValValArgGluSerGlnLeuA8pLeuA8pA8nValMetLeuAspArgGlnSerSerL 
4441 AGCC AGGCATCTTTTTTCCTAGTATGGTGACGGTGCAGCCACCCCAACTCAGTTCTTGTA 

465^euTrpAlaA8pLysLy8ArgThrHi8Hi8ArgHisLeuTrpGlyLeuGluThrArgThrP 
4501 AAAAAAGCTATTGGCGGGAATTTATGTTCTGAGGTGCATTCTATATTTATGAGTCCATCA 

445^hePheAlaIleProProPheLysHi8GluSerThrCy8GluIleA8nIleLeuGlyAapP 
4561 AATGCCATTAACCAGATTCGTATTTTTTCGCTCGACCCGGCATCACTATGGATACAATAC 

425^heAlaMetLeuTrpIleArglleLysGluSerSerGlyAlaA8pSerHi8lleCy8TyrA 
462 1 CTTTCT ATGGCCC ATTTC AGCTCTCGAACC AACCACACGGAC AATTGACTAACATAAGTA 

405^rgGluIleAlaTrpLy8LeuGluArgValLeuTrpValSerLeuGlnSerValTyrThrH 
4681 TGATCTTT ATCACAGTCGCACCCATCTGAGTT AT ATTT ATGGC ATCCGAGCGCTCTTACT 

385^i8Aapliy8A8pCysAspCy8GlyA8pSerAsnTyrLy8Hi8Cy8GlyIie\iAlaArgValT 
474 1 GT ACGGTCGG AT AC ACCC ATGGTTTTTCCTTTAT ATAGTCGGGTTATAGTCTGTCGGGTT 

365^hrArgA8pSerValGlyMetThrLysGlyLy8TyrLe\iArgThrIleThrGlnArgThrG 
4801 TGGCGGTAGCACGGAGTAGTTTGATTTTTAAGAATCGAAAACCGGCTTGGAGAGACCACT 

345^1nArgTyrCysProThrThrGlnA3nLysLeuIleSerPheArgSerProSerValValT 
4861 GTCGAATATTTGTCCGTATACTCTACACGTGAGTGTTGTCCATTCCTAGGTATATTCATC 

325^hrSerTyrLysA3pThrTyrGluValArgSerHi3GlnGlyA8nArgProIleA8nMetG 
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4921 TGTTCGGATACCTTCAATTGCTGTTCAGGC ATAACCTTAAAGCATATGTTATGTTGTACA 

305 < InGluSerValLysLauGlnGlnGluProMetValLysPheCyoIlcAanHisGlnValA 
4981 TC AAAACTTGGTG AGTTATGTTCG ATTGCCGCGC ATAAAGAATCGTAC ATGAGCGTTTCT 

285^spPheSerProSerA8nHisGluIleAlaAlaCyBLeuSerAspTyxMetLeuThrGluA 
5041 GCT AAC AT ACTATCTATATTCTC ACACGCCCCTGC AT ATACTGTTCCTATTCCAAATTCA 

265 « laLeiiMet SerAspIleAanGluCysAlaGlyAlaTyrValThrGlylleOlyPheGluA 
5101 CGTTTTGCCCCATCGGCTATCTGCTCCCAAAAAGTTGTAATATAGGTGCCGCTGGGTGCG 

245^rgLyaAlaGlyAspAlaIleGlnGluTrpPheThrThrIleTyrThrGlySerProAlaP 
5161 AAATTTTC ATC AGTTGTATTCCTGATAAACTGAATCACTTTAC ATAATTTTTGCC ACATA 

225^heAanGl\iAepThrThrA8nArallePheGlnIleValLyaCy8Le\xLy8GlnTrpMetA 
5221 TCTGCGTGCAGCCATAGTATCGAACGCGTGGGCTCGGAGACGAGAGTG€GTAeAATGGGT - 

205^8pAlaHi8LeuTrpLeuIleSerGlyThrProGluSerValValThrArgValIleProI 
5281 ATTTTACCTTTCCCCAACAAAATAATGGTATACAAGTTAGGTCCGTACCTAGACCTTAAT 

185^1eLy8GlyLy8GlyLeuLeuIleIleThrTyrLeuAsnProGlyTyrArgSerArgLeuT 
5341 GTTTCC AATTCTTCTGAATCACTGCACTCTCGTAGGGGAGTAACGGTAATAATTTCGTCT 

165^hrGluLeuGluGluSerABpSerCy8GluArfirLeuProThrValThrIleIleGl\iAepA 
5401 CTGAGCCCCGTTTTGCGTTGAAAACTAATCACATTAGATAATGTGCAATCGGTTTCTTTT 

145 ^ rgLeuGlyThrLysArgfGlnPheSerlleValAanSerl^uThrCysAspThrGluIiyBl 
5461 ATCCGGATACATCTAAGTATTATGACATCGGTGGTCATTGTTTCCATCAACGACCATCTT 

125*1 eArg 1 1 eCy s Ar gLeuI lei leva lAapThrThrMe t ThrGluMe tLeuSerTrpArgL 
5521 TTACGATCGCCC ATACTACTC ATGGACGTTGTCGGTGTTGAAAAATC ACCAGAATTGCAA 

105^yaArgAspGlyMetSerSerMetSerThrThrProThrSerPheA8pGlySerA8nCy8A 
5581 CGGATCTCTGGGTACCATGCTGCTGATGGAATTGGCGGTTTTAATTGTTGTTTCAGTCTA 
85^rgIleGluProTyrTrpAlaAlaSerProIleProProLyaIi€uGlnGlxiI*y8LeuArgA 
564 1 TT ATTGCT ATCTTTGGCGGGGTTGAATAATGTGGGGGGAGAGTGATTGC AGGAATCCGAA 
65 < anAsnSer AepLy sAlaProAenPheLeuThrProProSer HisAsnCy aSerAapSerH 
5701 TGGGTCAATAAAACGACCGTGCTCCGTTCTGCCGGCGCCGATCCGATTGAAGCTATATAC 
45^isThrLeuIieuValValThrSerArgGluAlaProAlaSerGlyIleSerAlaIleTyrL 
5761 TTCGCTTCTCTCCCCACTTTTCCAATTTGATCCGGAAATAAAACGGCCCCGGACAACAGT 
25^y8AlaGluArgGlyValLy8GlyIleGlnAspProPheIieuValAlaGlySerLeuIjeuI 
5821 ATCGTACGATCCGGATCC 
5* leThrArgAspProAsp 
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181 
241 
301 



1 TGCT ACCTG ATGT AC AAGC AAAAGGC AC AAC AAAAG ACCTTGTT ATGGC TTGGG AAT AAT 
61 ACCCTTGATCAGATGAGAGCCACTACAAAAATATGAATACAAACGAGAGGCGGAGGTATC 
" CCCAATAGCAATTTGCGTGTAAATTCTGGCAACCTGTTAATTAGAAGAAT^AAGAAAA 
CCACTGGATGTAAGTGACAAACAAGCAATACACGGGTAGAACGGTCGGAGAAGC^CACCCC 
TCAATCGGGAATCAGGCCTCACAACGTCCTTTCTACCGCATCATCAATAGCAGACTTCGG 
TCATGGACCGTGCAGTTAGCAGAGTTGCGCTAGAGAATGAAGAAAGAGAAGCAAAGAATA 
l^MeSsDAraAlavalSerAx^alAlal.euGluA8nGluGluArgGluAlaLy8AsnT 

361 CATGGCGCTTTGTATTCCGGATTGCAATCTTA 
2J^rt™S^valPheArgIleAlaIleLeul^uI.euIleValTtirThrLeuAlaIleS 

421 ctcc^cgccctggtataWatggaggctagcacgcctg :gaccttgttggcatac 
481 cgactatgatctctaaggcagaagaaaagattacatctgcactcao y taa ^aagatg 

L^roThrMetlleSerLysAlaGluGluLyslleThrSerAlaLeuSerSerAsnGl^epV 

541 TAGTAGATAGGATATATAAGCAGGTGGCCCTTGAGTCTCCATTGGCGTr "CTAAACACTG 
80>alValAapArgIleTyrLy8GlnValAlal.euGluSerProI^uAlaLeu:.euABnTlirG 
601 AATCTGTAATTATGAATGCAATAACGTCTCTCTCTTATCAAATCAATGGAiCTGCAAATA 
SJ^S^I^leMetAenAlalleThrSer^uSerTyrGlnlleAenGlyA.aAlaAa^ 

BspHl 

661 ATAGCGGGTGTGGGGCACCTGTTCATGACCCAGATTATATC(X3GGGGATAGC^:AAAGAAC 
1 20> 8nSeSlyCyaGlyAlaProValHi8ABpProA8pTyr ^^^^ y ^AC^ " 
721 TTATTGTGGATGACGCTAGTGATGI'CAC f T( : AT TCT ATCCCTCTGCGTTCC A -ajAACACC 
14i^i™IS8pA8pAlaSerA8pValThr S erPheTyrProSerAlaPheGln^ 

781 -TGAACTTTATCCCGGCACCTACTACAGGATCAGGTTGCACTCGGATACCCTC^TTCGACA 

l^e^nP^lleProAlaProTh^^ 

841 TAAGCGCTACCCACTACTGTTACACTCACAATGTGATATTATC^^GCA.,AGATCACT 

IsUeSerAlaThrHiaTy^TyrThrH^ 

901 CACACTCATATCAGTACTTAGCACTTGGCGTGC^^ 

200^ erHi 3SerTyrGlnTyrLeuAlaLeuGlyValLeuArgThrSerAlaThrGlyAxoValP 

961 TCTTT- ' ^ACTCTGCGTTCCATCAATTTGGATGACAGCCAAAATCGGAAGTCTTGCAGTG 
So^hePheSerThrLeuAxgSerlleAsnL^^ 

inoi TGAGTGCAt' ^CCCTTAGGTTGTGATATGCTGTGCTCTAAAATCA \GAGACTGAGGAAG 

Cial * ■ ■ 

1081 AGG ATT AT AGTTC Aa . ~GCCTAC ATCGATGGTGC - ^ GG ™? G J™^^ 
260> luABpTyrSerSerlleTu. /i ^r-rMetva ' HisGlyArgl^uGlyPh^apGlyG 

1141 AATACCATGAGAAGGACTTAGACGTCA'l AACTTTATTTAAGGATTGGGTGGCAAATTACC 
280>lnTvrHi8GluLy8A8pLeuA8 P ValIleThrLeuPheI.y8A8pTrpValAlaA8nTyrP 

1201 CAGGAGTGGGGGGTGGGTCTTTTATTAACAACCGCGTATGGTTCCCAGTCTACG^ 

3^rS£l£yWyGlySe^^ 
1261 T^AAACCCA?^TCGCCTAGTGACACCGCACAAGAAGGGAGATATGTAATATACAAGCGCT 

1261 TAAAACt.v-^ii^v.^ *i »fti n oi„«-i v jLra*vrVallleTyrLyaArgT 



1261 TAAAACCCAATTCGCCTAGTGACACCGCACAAGAAGGGAGATATGTAATATA*-aavj^v»v-i 
'^J^ProkVnSerProSerAapThrAlaGlnGluGlyArgTyrVallleTyrLyaArgT 
1321 ACAATGACACATGCCCAGATGAACAAGATTACCAGATTCGGATGGCTAAGTCTTCATATA 
34J^rAtS^ThrCy 8 ProA aP GluGlnA8pTyrGlnIleAxgMetAla L y 8 SerSe^^ 
381 AGCCTGGGCGGTTTGGTGGAAAACGCGTACAGCAGGCCATCTTATCTATCAAGGTGTCAA 
'I^ySroGly^gPheGlyGlyLyaArgValGlnGlnAlalleLeuSerlleLyBValSerT 
441 CATCTTTGGGCGAGGACCCGGTGCTGACTGTACCGCCTAATACAATCACACTCATGGGGG 
380^hrSerLeuGlyGluA8pProValLeuThrValProProA8nThrIleThrLeuMetGlyA 



Figure 25 
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1561 ACTTCTCTCCTGCTTTATTATACCCTATGACAGTCAACAACAAAACGGCTACTCTTCATA 
420>yrPheSerProAiaLe\iI#euTyrProMetThrValA8nAaxiLyBThrAlaThrLeixHiBS 

1621 GTCCTTACACATTCAATGCTTTCACTAGGCCAGGTAGTGTCCCTTGTCAGGCATCAGCAA 
440>erProTyrThrPheAsnAlaPheThrArgProGlySerValProCyeGlnAlaSerAlaA 

1681 GATGCCCCAACTCATGTGTCACTGGAGTTTATACTGATCCGTATCCCTTAGTCTTCCATA 
460^rgCy8ProAsnSerCysValThrGlyValTyrThrAspProTyrProLeuValPheHioA 

1741 GGAACC ATACCTTGCGGGGGGTATTCGGGAC AATGCTTGATGATGAAC AAGCAAGACTTA 
480^rgAenHi8ThrI^u^^lyValPheGlyThrMetLeuA8pAepGluGlxiAlaAraI*e^ 



1801 ACCCTGTATCTGCAGTATTTGATAACATATCCCGCAGTCGC TAACCCGGGTAAGTTCAA 
500^8nProValSerAlaValPheAepA8nIleSerArgSerArgIleThrArgValSerSerS 

1861 GCCGT ACT AAGGC AGC AT AC ACG AC ATCGAC ATGTTTTAAAGTTC .' " AAGACC AATAAAA 
520* erArgThrLys AlaAlaTyrTlirThrSerThrCysPiieLysValVa i LysThrAsnLysT 

1921 C AT ATTGCCTC AGC ATTGC AG AAAT ATCCAATACCCTCTTCGGGGAA'; "7C AGGATCGTTC 
540^hrTyrCy8LeuSerIleAlaGluIleSerAanThrL€uPheGlyGluPheArgIlevalP 

1981 CTTT ACT AGTTG AGATTCTC AAGG ATGATGGGATTT AAGAAGCC AGGTC ' : GGCC AGTTG A 
560^roLeuLeuValGluIleLe\iLy8A8p 

:-2^ri GTC AACTGCGAG AGGGTCGGAAAGATG ACATTGTGTC ACCTTTT irTTTGT . ATGGCAAGG-^ '^fes*"*^ 
2101 ATCAAACTGGATACCGGCGCGAGCCCGAATCCTATGCTGCCAGTCAGCCA , AATCAGATA 
2 161 GTACTAATATGATTAGTCTTAATCTTGTCG ATAGTAACTTGGTTAAGAAA^ AATATGAGT ^ 
2221 GGTAGTGAGATACACAGCTAAACAACTCACGAGAGATAGCACGGGTAGGAC ATGGCGAGC 
2281 TCCGGTCCCGAAAGGGCAGAGCATCAGATTATCCTACCAGAGTCACATCT*' TCCTCACCA 
2341 TT '^TCAAGCACAAACTGCTCTATTACTGGAAATTAACTGGCGTACCGCT JCTGACGAA 
2401 TG ACTTCG ACC ACCTC ATTATC AGCCG AC AATGG AAG AAAAT ACTTG A .TCGGCCACT 
2461 CC1 \CACTGAGAGGATGATAAAGCTCGGGCGGGCAGTACACCAGACTC. JGACCACCGC 
2521 C 



PstI 




Figure 27 



EP0 719 864 A2 




Figure 28 




Figure 29 




EcoRI EcoRI 



Figure 30 




Figure 31 



EP 0 719 864 A2 




Figure 32 



EP 0 719 864 A2 




Figure 33 



• • • 



EP 0 719 864 A2 



10 20 30 40 50 60 

!!!!!! 

1 GAATTCCATCACCCCCTGCCGATCTTGCACGCGGGGACGAGCAAAGCGTGCGGTGCGGGC 
6 1 AGAAAGACAAGGATGGCTGTGGGTTGAAAGATGAAAAACAAATCGCGGTTGTGGGTCATG 
121 AGTGG AGGG AGGGTGCCATCTGTGATGCCGAGAGGTCAAACTATGTTATAAAGAAAAACG 
181 ATGGGTGGGAAATATAATAAAGCAACCGAAATGGTACATAAAAACTAAAAATACCTACAC 
241 GGTTACACC ACCG ATC AGGCGAAGAAGTTCCAAACGATTAACAACCGGGACGAGACGTTG 
301 CCGTTCGATCCAGGTCTCTGCTTTTTTGTATCTCTTATCCTATACCGCCGCCTCCCGTCC 
361 GACGAGAGCAAGTCGCACCGCCACTCGAGGCCACAAGAAATTACGATTCTTATACGGGTG 
421 GGCGTACCGCCTACTCGAACTATCACGTGATGTGTATGCAAATGAGCAGTGCGAACGCGT 
4 81 CAGCGTTCGCACTGCGAACCAATAATATATTATATTATATTATATTATTGGACTCTGGTG 
541 CGAACGCCGAGGTGAGCCAATCGGATATGGCGATATGTTATCACGTGACATGTACCGCCC 
601 CAAATTCGCACTTG AGTGTTGGGGGTACATGTGGGGGCGGCTCGGCTCTTGTGTAT7UWVA 
661 GAGCGGCGGTTGCGAGGTTCCTTCTCTCTTCGCGATGCTCTCTCAGAATGGCACGGCCGA 
721 TCCCCCATATATTTCCTGAAGGAACGCATAGCTAGGCGACGAACGAGCTGAATTTCTCCC 

781 ~~~ " 
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